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Рассмотрены различные оптические методические подходы к анализу процессов распределения 
фотосенсибилизатора темопорфина между супрамолекулярными наноразмерными комплексами 
включения с -циклодекстринами и белками сыворотки крови. Проведено сравнение возможностей 
оптических методов на основе индуцированного кругового дихроизма, анизотропии флуоресценции и 
вариабельности формы спектров возбуждения флуоресценции фотосенсибилизатора с традицион-
ными методами гель-хроматографии и ультрацентрифугирования. Показана возможность исполь-
зования оптических характеристик фотосенсибилизатора для анализа как равновесных, так и ки-
нетических процессов распределения фотосенсибилизатора в крови. Определены основные преиму-
щества и ограничения применения рассмотренных методов в экспериментах in vitro. 

Ключевые слова: темопорфин, -циклодекстрины, комплексы включения, сыворотка крови, по-
ляризация флуоресценции, круговой дихроизм, полоса Соре. 

 
Different optical methods for the analysis of the process of temoporfin photosensitizer distribution be-

tween supramolecular nanosized inclusion complexes based on -cyclodextrins and blood serum proteins 
were considered. We compared the application possibilities of the methods based on induced circular di-
chroism, fluorescence anisotropy, and variability of the fluorescence excitation spectra shape of the photo-
sensitizer with such traditional methods as gel-chromatography and ultracentrifugation. The possibility of 
using the photosensitizer optical characteristics for the analysis of both equilibrium and kinetic processes of 
photosensitizer distribution in blood was shown. The main advantages and limitations of the studied ap-
proaches in in vitro experiments were described. 
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Введение. Механизмы транспорта фотосенсибилизаторов (ФС) в крови играют ключевую роль 
при контроле процессов их распределения в организме. Хорошо известно, что после внутривенного 
введения большинство порфириновых ФС равновесно связываются с различными транспортными 
белками сыворотки крови [1, 2]. Природа белков переносчиков ФС в крови оказывает значительное 
влияние на особенности их фармакокинетики. Показано, что связывание ФС с липопротеинами сы-
воротки крови обусловливает более высокую скорость выведения ФС из организма по сравнению  
с транспортом в составе сывороточного альбумина (СА) [3]. Участие различных белков-переносчи-
ков является одним из ключевых факторов, определяющих механизм накопления ФС в патологиче-
ской ткани. Считается, что перенос молекул ФС в комплексах с СА увеличивает эффективность по-
вреждения при фотодинамическом воздействии васкулярной системы и стромы опухоли, в то время 
как транспорт ФС в составе липопротеинов низкой плотности (ЛНП) и липопротеинов высокой плот-
ности (ЛВП) способствует доставке ФС непосредственно в опухолевые клетки [2]. 

Интерес к изучению процессов распределения ФС в крови в настоящее время усиливается в свя-
зи с применением новых наноразмерных фармакологических форм и систем лекарственной доставки 
(дендримеров, мицеллярных структур, липосомальных носителей, полимерных наночастиц и др.) [4]. 
Введение ФС в состав подобных структур может оказывать значительное влияние как на процессы 
взаимодействия его с транспортными белками сыворотки крови, так и на фармакокинетику ФС в це-
лом. Так, в случае внутривенного введения липосомальных форм ФС может происходить частичное 
разрушение наноносителей при взаимодействии с белками сыворотки, тогда как стерическая стаби-
лизация липидных везикул молекулами полиэтиленгликоля увеличивает время полувыведения ФС из 
крови в несколько раз [5].  

Одной из перспективных лекарственных форм для введения неполярных ФС являются супрамо-
лекулярные комплексы включения ФС с циклодекстринами. В настоящее время широко применяют-
ся комплексы включения на основе циклических олигосахаридов — -циклодекстринов (-ЦД) [6]. 
Уникальная торообразная структура молекул -ЦД позволяет им эффективно образовывать неко-
валентные комплексы включения по механизму гость—хозяин со многими лекарственными средст-
вами [7], в том числе порфириновыми ФС [8—10].  

Мета-тетра(3-гидроксифенил)хлорин (темопорфин, mTHPC) — один из наиболее эффективных 
порфириновых ФС второго поколения, одобренный в 2001 г. к клиническому использованию в Евро-
союзе для паллиативного лечения рака головы и шеи [11, 12]. Данное соединение агрегирует в вод-
ных растворах, что значительно затрудняет введение препарата в организм. В связи с этим предло-
жено использовать для доставки mTHPC наноразмерные системы, в том числе комплексы включения 
на основе производных -ЦД [13—15]:  
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Показано, что производные β-ЦД с высокой эффективностью образуют комплексы включения  
с mTHPC [9, 16] и оказывают значительное влияние на процессы распределения mTHPC как в мо-
дельных клеточных системах [15], так и в организме животных-опухоленосителей in vivo [13]. Сле-
дует отметить, что процессы альтерации биораспределения mTHPC в значительной степени зависят 
от типа производного -ЦД и уровня его концентрации в биологических системах [13, 15]. В связи  
с этим применение систем введения с использованием производных -ЦД предполагает разработку 
методов контроля процессов комплексообразования молекул ФС с -ЦД в различных биологических 
системах, в том числе в крови. 

В данной работе показана возможность применения различных методов для осуществления кон-
троля процессов распределения mTHPC в сыворотке крови при использовании комплексов включе-
ния с метил-β-циклодекстрином (М--ЦД) в качестве наноразмерной системы лекарственной достав-
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ки mTHPC. Согласно полученным ранее данным [13, 15], использование М--ЦД приводит как к бо-
лее эффективному накоплению mTHPC в опухолевой ткани in vivo, так и к увеличению эффективно-
сти фотодинамического повреждения опухолевых сфероидов in vitro по сравнению с другими произ-
водными -ЦД. Для регистрации процессов распределения молекул ФС между белками сыворотки  
и М--ЦД применяются оптические методы, основанные на различиях оптической активности  
и спектрально-флуоресцентных характеристик mTHPC в составе комплексов включения с М--ЦД  
и при связывании с белками сыворотки. Сравниваются результаты, полученные оптическими мето-
дами и методом эксклюзионной гель-хроматографии. 

Материалы и методы. mTHPC предоставлен компанией Biolitec Research GmbH (Германия). 
Использована эмбриональная сыворотка телят производства Sigma Aldrich (США), а также М-β-ЦД 
производства AraChem (Нидерланды). Содержание основного вещества в реагентах 99 %. 

Фотометрические и флуоресцентные измерения. Характеристики флуоресценции mTHPC изме-
рены с использованием спектрофлуориметра Solar CM-2203 (“Солар”, Беларусь), оборудованного 
термостатируемой ячейкой с магнитной мешалкой, спектры индуцированного кругового дихроизма 
— с помощью спектрометра Chirascan V100 (Applied Photophysics Limited, Англия), оснащенного 
термостатируемой ячейкой с магнитной мешалкой. 

Для измерения количества ФС, связанного с молекулами М-β-ЦД в сыворотке крови, использо-
ван спектральный метод, в основе которого лежит анализ изменений полосы Соре mTHPC, описан-
ный в [14]. Флуоресценция mTHPC возбуждалась на  = 407 и 422 нм и регистрировалась на  = 652 нм. 
При измерении степени поляризации флуоресценции mTHPC использован возбуждающий свет  
с  = 435 нм [13, 17]. Оптическая плотность всех образцов на длинах волн возбуждения и регистра-
ции флуоресценции 0.3. 

Эксклюзионная гель-хроматография. mTHPC (1.5 мкМ) предварительно инкубировали в водных 
растворах 2 %-ной сыворотки с различными концентрациями М-β-ЦД в течение 2 ч при температуре 
37 °C в темноте. Методика разделения и биохимический анализ белковых фракций соответствуют 
описанным ранее [13, 18], за исключением использования хроматографической колонки 1.5×35 см 
(Sigma, США), заполненной гелем Sephadex G-200 (GE Healthcare, США). Концентрация mTHPC  
в хроматографических фракциях определена путем измерения интенсивности флуоресценции ФС 
после добавления к образцу 0.2 % нейтрального детергента Triton® X-100. Интенсивности флуорес-
ценции скорректированы с учетом объема фракции и раствора детергента.  

Результаты и их обсуждение. Гель-хроматография. Для анализа сродства лекарственных со-
единений к белкам сыворотки традиционно используются методы, основанные на разделении сыво-
ротки на отдельные белковые фракции в соответствии с их плавучей плотностью (ультрацентрифу-
гирование) или с размером/массой (эксклюзионная гель-хроматография) с последующим определе-
нием относительного содержания препарата в этих фракциях.  

На рис. 1 представлены результаты гель-хроматографического разделения сыворотки крови. Как 
показывает использование техники биохимических маркеров, в первую очередь из колонки выходят 
самые крупные транспортные белки — ЛНП (объем исключения 20—27 мл). Во фракциях второй 
полосы хроматограммы с объемами исключения от 27 до 35 мл находятся ЛВП и макроглобулины.  
В последнюю очередь из хроматографической колонки выходят СА и иммуноглобулины (третья по-
лоса, объем исключения 35—45 мл) [18]. 

При пропускании через хроматографическую колонку образца сыворотки, окрашенного mTHPC, 
на основании анализа концентрации mTHPC во фракциях элюента можно количественно определить 
равновесное распределение ФС между белковыми компонентами (рис. 1). Равновесное распределе-
ние mTHPC между белками сыворотки достигается спустя несколько часов инкубации раствора сы-
воротки при 37 С, в течение которых осуществляется полная мономеризация mTHPC [18]. Результа-
ты свидетельствуют о том, что в растворе сыворотки 65 % ФС связывается с ЛВП, 35 % — с ЛНП. 
Эти данные хорошо согласуются с результатами, полученными ранее методом ультрацентрифугиро-
вания [13, 18]. 

В присутствии М-β-ЦД наблюдается быстрое (30—40 мин) достижение равновесного распреде-
ления mTHPC в сыворотке крови за счет устранения процессов агрегации ФС (данные не приведе-
ны). Проанализируем влияние концентрации М-β-ЦД на процессы распределения mTHPC между ос-
новными транспортными белками сыворотки крови. Увеличение концентрации М-β-ЦД приводит  
к смещению равновесного распределения mTHPC в сторону комплексов включения с М-β-ЦД и появ- 
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Рис. 1. Хроматограмма белков сыворотки крови (1) и профили элюции mTHPC (1.5 мкМ)  
в 2 %-ном растворе сыворотки без М-β-ЦД (2) и с добавлением 200 мкМ М-β-ЦД (3)  

 

лению фракции ФС, не связанного с белками сыворотки. Об этом свидетельствует появление нового 
пика на хроматограмме (объем исключения 50—70 мл). Комплексы включения выходят из хромато-
графической колонки после всех белков сыворотки крови, поскольку имеют меньшие (3 нм [19]) 
размеры по сравнению с сывороточными белками. В табл. 1 представлены результаты анализа отно-
сительных весов хроматографических пиков. Увеличение концентрации М-β-ЦД сопровождается 
ростом относительного веса фракции mTHPC в составе комплексов включения, в то время как при 
увеличении концентрации сыворотки наблюдается обратный эффект [13]. Сравнительный анализ 
относительных весов хроматографических пиков показывает, что присутствие М-β-ЦД не оказывает 
влияния на распределение mTHPC между основными транспортными сывороточными белками (со-
отношение 1:2 между ЛНП и ЛВП сохраняется для всех концентраций М-β-ЦД). 
 

Т а б л и ц а  1.  Распределение mTHPC между белковыми фракциями сыворотки крови  
в присутствии различных концентраций М-β-ЦД 

 

Концентрация М-β-ЦД, мкМ ЛНП ЛВП М-β-ЦД 
0 0.35 0.65 — 
5 0.25 0.57 0.18 

10 0.17 0.38 0.45 
20 0.10 0.21 0.69 
200 0.01 0.02 0.97 

 

П р и м е ч а н и е. Представлены относительные веса различных пиков в хроматограмме, 
полученные путем аппроксимации гауссовыми кривыми в пакете Origin 7.0; средняя 
ошибка измерений 0.03. 

 
Круговой дихроизм. Описанный метод гель-хроматографии, как и техника ультрацентрифугиро-

вания, позволяет получать информацию только о равновесных характеристиках распределения ФС  
в сыворотке крови. Анализ кинетических характеристик требует использования экспериментальных 
методов, основанных на анализе процессов комплексообразования ФС in situ. В связи с этим могут 
быть использованы методические подходы, основанные на различиях спектрально-флуоресцентных 
свойств и характеристик оптической активности ФС, связанного с сывороточными белками, и ФС  
в составе комплексов включения с β-ЦД. 

Образование комплексов включения между оптически не активной молекулой mTHPC и хираль-
ными молекулами β-ЦД может приводить к появлению индуцированного кругового дихроизма (эф-
фект Коттона), обусловленного взаимодействием электронных орбиталей ФС с внутренней полостью 
β-ЦД [8, 20]. На рис. 2 представлены спектры электронного поглощения и кругового дихроизма (КД) 
mTHPC в растворе с М-β-ЦД и в растворе сыворотки. Согласно полученным данным, для молекул 
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mTHPC, связанных с белками сыворотки крови, эффект Коттона практически полностью отсутству-
ет. Образование комплексов включения mTHPC с М-β-ЦД приводит к появлению значительного ин-
дуцированного КД в участках спектра, соответствующих наиболее интенсивным полосам поглоще-
ния mTHPC. Положительный эффект Коттона наблюдается для коротковолнового плеча полосы Соре 
mTHPC (By), а также для полосы Q2 спектра поглощения mTHPC, а отрицательный эффект Коттона 
обнаружен для второй компоненты полосы Соре (Bx) и полос Q1 и Q4. Следует отметить, что величи-
на и знак эффекта Коттона при образовании комплексов включения зависят от углов между осью 
симметрии β-ЦД и диполем электронных переходов молекулы mTHPC и обусловлены стерической 
структурой комплекса включения [8].  
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Рис. 2. Спектры индуцированного КД (а) и электронного поглощения (б) mTHPC в растворе  
с М-β-ЦД (1) и в растворе сыворотки крови (2); концентрация mTHPC 3 мкМ, концентрация  

М-β-ЦД 200 мкМ, концентрация сыворотки 2 % 
 
Наличие эффекта Коттона непосредственно связано с образованием комплексов mTHPC/М-β-ЦД, 

поэтому изменение величины индуцированного КД позволяет контролировать распределение 
mTHPC между М-β-ЦД и белками сыворотки крови. На основании измерения амплитуды индуциро-
ванного КД можно судить как о равновесных процессах распределения, так и о кинетике перераспре-
деления молекул ФС между белками сыворотки и комплексами включения с М-β-ЦД. Следует отме-
тить, что при использовании данного методического подхода концентрация mTHPC должна превы-
шать 1 мкМ. Кроме того, необходимо учитывать существенное влияние мутности и рассеивающей 
способности образцов на регистрируемый сигнал, что в свою очередь ведет к ограничениям концен-
трации сыворотки в исследуемых образцах. 

Анизотропия флуоресценции. Ранее было показано [13, 14], что поляризации флуоресценции 
mTHPC в составе комплексов включения с β-ЦД и при связывании с белками сыворотки крови силь-
но различаются. Жесткая фиксация молекул mTHPC при связывании с относительно большими ЛНП 
(23—26 нм) и ЛВП (8—13 нм [21]) существенно ограничивает скорость вращательной релаксации 
ФС, вследствие чего степень поляризации флуоресценции (P) mTHPC в растворе сыворотки крови 
достигает 28—30 %. Связывание относительно небольших молекул β-ЦД с mTHPC лишь незначи-
тельно увеличивает массу и гидродинамический радиус молекулы ФС (2—3 нм [19]), что отражается 
в низкой степени поляризации флуоресценции mTHPC в растворе М-β-ЦД (4—5 %).  

На рис. 3 представлены типичные кинетики изменения степени поляризации флуоресценции 
mTHPC при добавлении комплексов включения с М-β-ЦД в 2 %-ный раствор сыворотки крови. Из-
менение степени поляризации флуоресценции свидетельствует о достаточно быстром перераспреде-
лении молекул ФС из состава комплексов включения на белки сыворотки крови. Анализ степени по-
ляризации флуоресценции mTHPC в образцах, проинкубированных в течение 30 мин, позволяет 
получить информацию о равновесном распределении ФС между белками сыворотки и М-β-ЦД. Ко-
личество ФС, перераспределившегося на белки сыворотки, зависит от концентрации М-β-ЦД. 

Таким образом, значительные различия степени поляризации флуоресценции mTHPC, связанно-
го с белками сыворотки, и mTHPC в составе комплексов включения позволяют использовать данный 
параметр для контроля за процессами распределения молекул ФС в крови при концентрациях >50 нМ. 
Следует отметить, что анизотропия флуоресценции чувствительна к изменению мутности образцов,  
а также к ряду эффектов, связанных с изменением локальной концентрации флуорофоров. Все это 
накладывает определенные ограничения на концентрации как ФС, так и сывороточных белков.  
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Рис. 3. Кинетики перераспределения mTHPC из состава комплексов с М-β-ЦД на транспортные  

белки сыворотки; концентрация mTHPC 0.5 мкМ, концентрация М-β-ЦД:  
5 (1), 10 (2), 20 (3), 50 (4) и 200 мкМ (5), концентрация сыворотки 2 % 

 
Спектральный метод на основе анализа формы полосы Соре mTHPC. В качестве альтернативно-

го методического подхода нами использован анализ изменений формы полос спектра возбуждения 
mTHPC при связывании с различными биологическими структурами [14]. В основе данной методики 
предположение, что связывание молекулы ФС с β-ЦД либо с белками сыворотки приводит к измене-
нию конформации молекулы mTHPC, вследствие чего изменяются относительные веса полос, вхо-
дящих в состав полосы Соре mTHPC [14]. Для количественного описания изменений формы полосы 
Соре предложено использовать отношение интенсивностей флуоресценции mTHPC при возбуждении 
в различных участках полосы Соре (407 и 422 нм). Так, например, в случае связывания mTHPC с мо-
лекулами М-β-ЦД I407/I422 = 0.63. Отношение I407/I422, полученное при анализе спектров возбуждения 
флуоресценции mTHPC в составе белков сыворотки крови, равно 0.41. 

На рис. 4 представлены результаты сравнительного анализа данных, полученных различными 
спектрально-флуоресцентными методами в ходе исследования равновесного распределения mTHPC 
в 2 %-ном растворе сыворотки в присутствии различных концентраций М-β-ЦД. Показано, что до-
бавление низких концентраций М-β-ЦД (5 мкМ) практически не оказывает влияния на равновесное 
распределение mTHPC между белками сыворотки и М-β-ЦД. Об этом свидетельствуют максималь-
ная степень поляризации флуоресценции mTHPC (P = 25 %), а также минимальное отношение 
I407/I422 (0.41). При увеличении концентрации М-β-ЦД наблюдается перераспределение молекул ФС 
из белков сыворотки в комплексы включения. Равновесное распределение mTHPC смещается в сто-
рону образования комплексов с М-β-ЦД, что сопровождается изменением степени поляризации 
флуоресценции и параметра I407/I422. В случае высоких концентраций М-β-ЦД (500 мкМ) молекулы 
mTHPC полностью связываются с М-β-ЦД (P достигает 4—5 %, I407/I422 = 0.63, эти значения не изме-
няются с увеличением концентрации М-β-ЦД).  
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Применение методического подхода на основе вариабельности формы полосы Соре mTHPC для 
регистрации процессов распределения ФС между комплексами включения с М-β-ЦД и сывороточ-
ными белками дает результаты, аналогичные полученным при регистрации анизотропии флуорес-
ценции mTHPC. Данная техника не подвержена влиянию концентрационных факторов, а также слабо 
зависит от рассеивающих свойств образцов, что делает ее наиболее универсальной из описанных 
выше методик. Следует отметить, что необходимым условием для эффективного использования дан-
ного метода являются достаточно высокие константы связывания ФС с молекулами β-ЦД (104 М–1). 
В случае меньшего сродства β-ЦД к молекулам ФС наиболее объективен методический подход, ос-
нованный на регистрации оптической активности mTHPC при связывании с β-ЦД. 

Заключение. Полученные результаты демонстрируют возможности оптических методов для 
анализа процессов распределения фотосенсибилизатора между наноразмерными системами введения 
на основе β-ЦД и транспортными белками сыворотки крови. Рассмотренные методические подходы 
обладают высокой чувствительностью и позволяют с высокой точностью регистрировать кинетиче-
ские и равновесные процессы распределения фотосенсибилизатора в сыворотке крови и солидных 
тканях. Методические подходы, основанные на анализе изменений индуцированного кругового дих-
роизма и поляризации флуоресценции, могут с успехом применяться в случае, если концентрация 
фотосенсибилизатора 1 мкМ. Результаты, полученные с использованием данных методов, подвер-
жены влиянию мутности и рассеивающей способности среды, а также могут зависеть от типа β-ЦД  
и локальной концентрации фотосенсибилизатора. В то же время спектрально-флуоресцентная мето-
дика, основанная на анализе изменения формы полосы Соре спектра возбуждения mTHPC, более 
универсальна и позволяет с высокой точностью детектировать сайты связывания mTHPC в сложных 
гетерогенных системах в пределах чувствительности флуоресцентного метода анализа. Предполага-
ется использование разработанных методов для анализа структурных характеристик сложных гиб-
ридных структур на основе биологических мембран и β-ЦД (drug-in-cyclodextrin-in-liposome [22]),  
а также для отработки протоколов применения комплексов включения mTHPC с β-ЦД в фотодина-
мической терапии. 

Авторы выражают благодарность А. Крижнику за помощь в измерениях характеристик кругово-
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